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HE: 利用 PCR 技术 扩 增 获得 中 国 对 虾 {Penaeus chinensis) 线粒体 DNA 的 16S RNA 基因 片段 ,通过 测 
定 该 基因 片段 的 序列 ， 分 析 了 取 自 我 国 烟台 、 长 岛 、 青 岛 近 海 和 宁波 养殖 的 17 只 中 国 对 虾 遗传 多 态 性 。 结 果 
AR. 不 同 地 理 种 群 存在 丰富 的 DNA 序列 多 态 性 ，17 只 个 体 具 有 17 种 基因 型 ， 在 扩 增 的 长 为 523 bp 的 基因 片 
Bp, HEND 37 HS AERA ER (17.07%). UPGMA 法 构建 的 分 子 系统 树 表明 不 同 地 理 种 群 中 国 对 是 
存在 一 定 程度 的 遗传 分 化 ， 长 岛 群 体 与 烟台 群体 遗传 关系 较 近 ， 宁 波 群 体 次 之 ， 青岛 群体 为 相对 独立 的 一 支 。 


XR: PHAM: 线粒体 DNA; 16S cRNA; DNA FF): 多 态 性 
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中 国 对 虾 (Penaeus chinensis) 广泛 分 布 于 我 
国 黄海 、 潮 海 ， 东 海 和 南海 也 有 少量 分 布 ， 是 我 国 
最 重要 的 海水 养殖 是 类 ， 年 总 产量 创造 过 70 7106 
的 世界 记录 。 但 与 其 他 对 是 类 养殖 相 做 ， 迄 今 为 止 
养殖 的 对 虾 均 为 未 经 遗传 选 育 的 野生 种 群 ， 尚 未 形 
成 养殖 品系 。 加 之 各 种 人 为 和 自然 因素 的 影响 及 对 
虾 病 的 独 狐 、 使 得 我 国 对 是 对 后 资源 面临 种 质 豪 退 
的 危险 ， 对 其 遗传 种 质 和 种 群 遗传 结构 进行 研究 成 
为 目前 的 当务之急 。 

获得 种 群 遗传 多 态 性 的 资料 及 建立 种 群 遗 传 标 
记 ， 无 论 是 对 于 种 质 资源 的 保护 还 是 加 速 选择 育种 
的 进程 均 有 重要 的 指导 意义 。 本 世纪 70 年 代 以 来 ， 
同 工 酶 电泳 技术 被 广泛 应 用 于 对 是 类 种 群 遗传 多 态 
性 研究 (Lester, 1979; Mulley 等 ,1980; Redfied 等 ， 
1981;Tam 等 ,1993)。Hedgecock 等 {1982) 综 述 了 
65 种 十 足 类 甲壳 动物 同 工 酶 电泳 资料 ， 结 果 发 现 
对 是 类 同 工 酶 多 态 性 位 点 的 比率 及 平均 杂 合 度 均 非 
常 低 ， 依 靠 同 工 酶 差异 无 法 建立 对 虾 种群 遗传 标 
记 ， 从 而 限制 了 该 技术 在 对 虾 类 种 群 遗 传 结构 分 析 
上 的 应 用 。 近 年 来 ， 随 着 分 子 生物 学 技术 的 发 展 ， 
出 现 了 一 系列 新 的 分 子 标记 技术 ， 如 限制 性 片段 长 
度 多 态 性 (RFLP) 技术 、DNA 指纹 技术 等 ， 克服 
了 以 往 用 同 功 酶 分 析 多 态 性 位 点 比率 偏 低 的 缺陷 。 
Benzie 等 (1993) 应 用 线粒体 DNA(mtDNA)RFLP 
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技术 研究 省 大 利 亚 东 西海 岸 斑 节 对 虾 (已 . monodon ) 
野生 种 群 ， 发 现 了 丰富 的 多 态 性 。 尽 管 如 此 ， 由 于 
mtDNA 纯化 较为 困难 ， 纯 化 产量 你， 尚 不 能 满足 
限制 性 酶 切 消 化 的 需求 ， 故 有 关 对 是 类 mDNA 
RFLP 分 析 的 报道 较 少 。PCR 技术 的 诞生 ， 使 得 不 
需 进 行 分 子 克隆 就 可 通过 扩 增 直接 测定 基因 序列 成 
为 现实 ,为 此 ,人 们 开始 应 用 PCR 技 术 扩 增 mtDNA 
的 某 一 基因 片段 ， 分 析 其 序列 多 态 性 (Palombi 等 ， 
1991;Machado 等 ,1993)。 本 研究 首次 测定 了 中 国 
XPÉF 16S rRNA 基因 序列 ， 分析 了 我 国 近 海 不 同 种 
群 的 中 国 对 虾 16S rRNA 基因 序列 多 态 性 ， 可 为 今 
后 渔业 资源 管理 、 种 质 资源 保护 和 遗传 选 育 提供 分 
子 遗 传 学 基础 。 


1 材料 与 方法 


1.1 样品 采集 

中 国 对 虾 标 本 于 1997 年 4 一 5 月 分 别 采 自 烟台 
(YT), ES (CD), H5 (QD), TUE (NB), BÈ 
宁波 样品 为 养殖 虾 外 ， 其 余 样 品 均 为 海 捕 虾 。 所 有 
活体 标本 浸泡 于 80% 一 100% 的 酒精 中 于 4 KA 
REE A. 
1.2 f$ DNA 提取 

随机 选取 烟台 .长岛 .青岛 的 对 虾 标本 各 5 只 ， 
宁波 对 是 标本 2 只 ,进行 总 DNA 提取 ,前 取 每 只 对 
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虾 腹部 肌肉 约 100 mg, 切 成 碎片 ,研磨 至 粉末 状 , 用 
含 蛋白 酶 区 的 裂解 液 (10 mmol/LTris - HCl, pH8.0, 
2 mmol/L EDTA.196 SDS) T 37C WHR. KA 
分 别 以 饱和 酚 、 饱 和 酚 : 异 成 醇 : 氢 仿 (25:24:1).、 氢 
仿 : 异 上 友 醇 (24:1) 提 取 .纯化 总 DNA, 随 后 以 10096 
冰 乙 醇 ( 一 20 Ul DNA, FRERET TE tp, E 
4C 冰箱 保存 备用 。 
1.3 16S rRNA 基因 片段 扩 增 与 测序 

用 于 PCR 扩 增 的 特异 性 引物 为 序列 1251005" 
- CGCCTGTTTAACAAAAACAT - 3°) 和 H3059 
(5 - COGGTCTGAACTCAGATCATGT ~ 3')( Bou- 
chon 等 ,1994), 由 中 科 院 细胞 生物 研究 所 合成 ,使 
用 华美 生物 工程 公司 生产 的 PCR 扩 增 仪 ,反应 总 体 
积 为 25 wuL, 其 中 包括 2.5 uL 10 x Buffer( 100 mmol/ 
LTris- HCl pH8.3,30 mmol/L MgCl; , 500 mmol/L 
KCD)2.5 pL dNTP(2 pmol/L) ,2.5 uL 引物 (5 umol/ 
L).1 pL TaqDNA 酶 .1 uL 模板 DNA, 补 足 灭 菌 双 
燕 水 至 终 体 积 , 其 上 滴 加 2 SE SEG E . 扩 增 反应 
程序 如 下 :94 人 预 变 性 120 s 后 ,94 人 变性 50 s,50C 
退火 40 s,72U RE fH 50 s, 共 运行 35 个 循环 ,最 后 一 
个 循环 结束 后 再 延伸 300 s。PCR 扩 增 产物 上 样 至 
2% 琼 酯 糖 凝 胶 ( 含 浪 乙 锭 0.5 yg/mL) 电 泳 ,于 紫外 
灯 下 检测 。 双 链 DNA 扩 增 产物 纯化 后 ,于 DNA A 
动 测序 仪 上 双向 测序 ,用 于 测序 的 引物 序列 与 PCR 
扩 增 使 用 的 引物 序列 相同 。 
1.4 数据 分 析 

依 Kimura (1980) 双 参数 法 ( two-parameter 
method) 对 核 苷 酸 位 点 的 替换 数 进 行 统计 ,计算 不 同 
种 群 间 的 DNA 序列 差异 。 采 用 MEGA Kumar 等 ， 
1993) 软件 中 的 非 加 权 组 平均 法 ( unweighted pair 
group method using arithmatic average, UPGMA) 进 
行 聚 类 分 析 ,构建 聚 类 关系 树 ,置信 度 用 Bootstrap 
值 知 计 (Felsenstein,1985)。 


2 结 m 


2.1 16SrRNA 基因 序列 及 其 多 态 性 

对 取 自 不 则 海区 的 中 国 对 是 17 只 个 体 的 总 
DNA 进行 PCR 扩 增 ,获得 523 bp 的 16S rRNA Æ 
因 片 段 , 共 检测 出 37 7 E S YEPCEE BR ur 07 0796 ) 
和 17 种 基因 型 (图 1, 表 1). 即 每 一 个 体 均 具有 单一 
基因 型 (haplotype)。 产 生 插 入 /缺失 (insertion/dele- 
tion) 突 变 的 核 苷 酸 位 点 共 12 个 ,发 生 转换 (transi- 
tion) 的 核 车 酸 位 点 共 14 TP, MAR ( transvertion) 为 


11 个 ,没有 发 现 A 与 之 间 的 碱 基 置换 类 型 ,第 
449 —523 (MESH DNA 存在 高 频率 的 多 态 性 
核 苷 酸 位 点 (30.67% ) , 相 比 之 下 ,第 1~208 位 碱 基 
却 相对 较 保 守 , 仅 发 现 1 个 核 苷 酸 突变 位 点 (图 1)。 
BRS 304, 334, 358. 449. 460. 477. 478. 483. 494. 
509.523 位 核 苷 酸 突变 位 点 有 2 只 或 2 只 个 体 以 上 
外 ,其 他 多 态 性 核 苷 酸 位 点 通常 只 在 1 只 个 体 上 检 
测 到 (图 1)。 不 同 海区 的 中 国 对 是 种 群 内 多 态 性 核 
昔 酸 位 点 数量 也 不 一 ,烟台 样品 有 18 个 核 昔 酸 伺 点 
产生 突变 ,个 体 间 差异 在 0.38% — 3.0696 ,平均 
1.4396 , KSA 10 个 核 苷 酸 位 点 产生 突变 ,个 体 间 
差异 在 0.19% ~1.72% ,平均 0.84% ,青岛 有 14 个 
核 车 酸 突变 位 点 ,个 体 间 差异 在 0.38% — 2.2996 . 
平均 1.06% ,而 宁波 只 有 3 个 核 苷 酸 突变 位 点 ,个 
AE FE 0.38% ,不 同 种 群 之 间 的 遗传 差异 如 表 


lo ge 中 国 对 虾 165 rRNA 基因 序列 差异 的 平均 
百分率 
Table 1 Average percentage of the divergence for 
165 rRNA gene sequences of Chinese shr- 
imps, P.chinensis 
YT CD QD NB 


1.07 
1.35 1.11 
1.13 0.88 1.13 
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2.2 分 子 系统 树 

根据 165 rRNA 基因 序列 差异 构建 的 分 子 系统 
树 如 图 2。 
3 讨论 

动物 mtDNA 结构 较 简单 ,， 仅 编码 少量 蛋白 
质 ， 呈 母系 遗传 ， 且 进化 速度 快 ， 其 碱 基 置 换 率 为 
核 DNA 的 5~10 倍 ， 从 而 增 大 了 种 群 间 及 近 缘 种 
间 的 遗传 差异 ， 使 之 易于 被 检测 ， 因 此 mtDNA 分 
析 靶 术 为 研究 种 群 遗 传 结构 与 差异 提供 了 一 种 灵敏 
检测 方法 。 与 采用 提纯 mt DNA 直接 进行 RFLP 分 
析 方 法 相 比 ，PCR 扩 增 后 分 析 mtDNA 基因 序列 多 
态 性 (或 对 PCR 产物 进行 RFLP 分 析 ) 的 方法 其 
有 许多 无 法 比拟 的 优点 : 中 提取 DNA 所 需 的 样品 
数量 要 求 少 ，100 mg 的 组 织 提取 的 DNA 足以 满足 
实验 要 求 。 加 样品 保存 简单 ， 只 要 保存 在 80% ~ 
100% 酒 精 中 ， 特 别 适合 于 野外 有 采集， 而 RFLP 所 
需 的 样品 必须 新 鲜 或 保存 于 液 氮 中 或 一 20 亿 。 人 名 只 
需 提取 总 DNA ,提取 过 程 简单 ,DNA 纯 度 要 求 也 
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图 1 中 国 对 是 4 个 种 群 的 16S rRNA 基因 片段 序列 (523 bp) 
Fig.1 Partial sequence (523 bp) of the 165 rRNA gene from four populations of Penaeus chinensis 
| 表示 核 背 柄 序列 与 烟台 1 ST HECYT - 1)88[1:- PUR BERE RIEA AR (dots denote nucleotides identical to the sequence from individual No. 1 
CYT — 1) ;dashes ( — ) represent insertions/deletions of the nucleotide] > 


不 高 ， 而 提取 mtDNA FRM, HERRA, 
量 低 。@ 直 接 进 行 序 列 分 析 的 数据 比 RFLP 酶 切 法 
更 准确 和 可 靠 。 如 Smith (1989) 应 用 mtDNA 
RFLP 法 研究 纽 其 兰 东 西部 鲤鱼 的 遗传 多 态 性 没有 
发 现 多 态 性 核 苷 酸 位 点 ， 而 Car 等 (1991) 用 
PCR 扩 增 直接 测序 法 却 发 现 大 量 的 序列 网 态 性 核 
PREMA: Bouchon (1994) 扩 增 了 斑 节 对 是 和 
日 本 对 虾 《P .jatporicas) 16S rRNA 基因 ， 利 用 限 
制 性 内 切 酶 消化 后 进行 RFLP 分 析 ， 并 未 发 现 多 态 
性 片段 ， 而 本 研究 结果 与 Machado 等 (1993) 相 


似 ， 利 用 序列 测定 法 均 发 现 16S rRNA 基因 具有 丰 
富 的 序列 多 态 性 核 苷 酸 位 点 ， 从 而 进一步 证 明 16S 
rRNA 基因 适 于 对 虾 种群 分 子 遗 传 标记 研究 。 

本 研究 结果 表明 ， 我 国 近海 不 同 海区 (黄海 、 
渤海 、 东 海 ) 中 国 对 是 种 群 间 及 种 群 内 均 存在 丰富 
的 遗传 多 态 性 。17 只 个 体 的 基因 型 均 不 相同 ， 
UPGMA 法 聚 类 分 析 结 果 表 明 ， 不 同 海区 中 国 对 是 
种 群 存在 一 定 程 度 的 遗传 分 化 ， 同 一 海区 渤海) 
的 长 岛 群 体 和 烟台 群体 遗传 关系 最 近 ， 聚 类 分 析 时 
长 岛 有 4 只 个 体 与 烟台 3 只 个 体 首 先 药 在 一 起 ， 字 
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图 2 应 用 UPGMA 法 构建 的 16S rRNA 基因 序列 的 分 子 系统 树 
Fig.2 Molecular phylogenetic tree of the 16S rRNA gene sequence constructed by the UPGMA method 
St EUER PR Kimura RB (LE ,是 信 值 来 自 500 + BPE SETH the mmber of nucleotide substutions per site. indicated 
by the scale, was estimated with Kimura's two-parameter method. Bootstrap values about branch were derived from 500 replicauion). 


RRA (KE) 次 之 ,主要 是 由 于 用 于 本 研究 的 宁 
波 样 品 为 养殖 种 类 ， 其 亲本 虽然 为 宁波 近海 的 海 捕 
虾 , 但 东海 的 中 国 对 虾 分 布 较 少 ， 大 多 为 人 工 放 流 
后 形成 的 群体 ， 即 来 源 于 渤海 和 黄海 ， 从 而 使 东海 
海区 的 中 国 对 虾 种群 结构 趋 于 复杂 化 ， 本 研究 使 用 
的 中 国 对 是 标本 可 能 系 从 渤海 海区 通过 人 工 移 植 至 
宁波 近海 形成 的 群体 后 代 ， 故 在 聚 类 关系 分 析 时 宁 
波 群体 与 长 岛 群体 和 烟台 群体 的 遗传 关系 较 近 ， 而 
青岛 群体 (黄海 ) 遗传 分 化 显著 ， 为 相对 独立 的 一 
X. 

不 同 海区 中 国 对 是 种 群 间 彼此 存在 较 大 的 多 态 
性 ,与 不 同 海区 的 环境 条 件 有 密切 关系 ,渤海 深 度 
B, 水温 季节 性 变化 大 ， 黄海 由 于 存在 冷水 团 ， 水 
温 常 年 保持 在 4 一 8L ， 而 东海 则 受 黑 潮 暖流 的 影 
响 ， 处 于 黑 潮 主流 区 ， 中 国 对 虾 分 布 较 少 ， 主 要 为 
人 工 放 流 群 体 。 海洋 环境 条 件 的 差异 可 能 是 导致 我 


国 近海 不 同 海区 中 国 对 是 种 群 产 生 一 定 程度 遗传 分 
化 的 主要 原因 。 另 一 个 原因 可 能 是 由 于 不 同 海区 的 
中 国 对 是 种 群 在 生殖 润 游 时 互 不 混杂 ， 群 体 之 间 的 
基因 流动 缓慢 ， 保 持 了 相对 独立 的 繁殖 群体 ， 中 国 
对 是 每 年 2、3 月 离开 黄海 南部 的 越冬 场 ， 由 南 向 
北 进行 生殖 润 游 ， 密 集 在 山东 半岛 (黄海) 东 端 
后 ， 向 西 进 人 渤海 湾 等 海区 的 各 繁殖 区 产 卵 ， 越 冬 
后 来 自 不 同 海区 的 中 国 对 是 仍 回 到 了 各 自 原来 的 咎 
殖 区 ， 从 而 保持 了 繁殖 群体 的 相对 独立 性 ， 由 此 我 
们 推测 不 同 海区 的 中 国 对 是 在 黄海 南部 具有 各 自 不 
同 的 越冬 区 域 。 
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INTRASPECIFIC DNA SEQUENCE POLYMORPHISM IN THE MITOCHONDRIAL 
168 rRNA GENE OF THE CHINESE SHRIMP, Penaeus chinensis 


QIU Gao-feng CHANG Lin-rui 


( Fisheries College, Shanghai Fisheries University, Shanghai 


Abstract: The genetic polymorphism in populations of 
the Chinese shrimp, Penaeus chinensis , along the coast 
of China was examined with mitochondrial DNA anal- 
ysis. A portion of the 16S ribosomal RNA (16S 
rRNA) genes from 17 individuals, five from each of 
samples caught off Changdao, Yantai, Qingdao, and al- 
so for two individuals from a cultured stock sampled 
from Ningbo was amplified with the polymerase chain 
reaction (PCR) and sequenced. Out of 523 nucleotide 
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sites, 37 nucleotide positions ( 7.0796) were variable 
and 17 haplotypes were found. Molecular phylogenetic 
tree constructed bv UPGMA method suggested that 
there were some genetic differential among different 
geographic populations of Chinese shrimp. Changdao 
population and Yantai population had a closer genetic 
relationship. The second was Ningbo population. Qing- 
dao populations diverged to be as one relatively inde- 
pendent branch. 
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